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VERWENDUNG VON CHOLESTERINSENKENDEN M1TTELN ZUR BEEINFLUSSING VON SIGNALTOANS- 
DUKTIONSVORGANGEN AN DER ZELLMEMBRAN, IN DIE PROPHYLAXE ODER BEHANDLUNG VON 
PRI0N-ASS0R2IERTE- ODER ALZHEIMER IS CHE KRANKHEIT 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von cholesterinsenkenden 
Mitteln zur Prophylaxe oder Behandlung von Erkrankungen, die mit einer 
Konformationsanderung von Prionen einhergehen, oder von Alzheimer' scher 
Krankheit. 

Fur die meisten Molekularbiologen, die sich mit Membranproteinen beschaftigen, 
liegt die Funktion von Lipiden hauptsachlich in ihrer Eigenschaft, als Solvens fur 
Proteine zu dienen (Singer & Nicolson, Science 175 (1972), 720-731). Dies ist 
jedoch sicher nicht ihre einzige Rolle. Die verschiedenen Lipidarten sind nicht nur 
j n einer fluiden Doppelschicht angeordnet, sondern sie sind auch iiber die 
exoplasmatischen und cytoplasmatischen Membranbereiche asymmetrisch verteilt 
(Bretscher und Raff, Nature 258 (1975), 43-49; Roelofsen & Op den Kamp, 
Plasma Membrane Phospholipid Asymmetry and its Maintenance: The Human 
Erythrocyte as a Model 1 -7-46 (1 994)). AulSerdem hat man festgestellt, dass die 
Lipide auch in bestimmter Weise organisiert sind und damit mehr 
Regulierungsaufgaben erfullen als bisher bekannt (Glaser, Curr. Op. Struct. Biol. 
3 (1993), 475-481, Thomas et aL, J. Cell Biol. 125 (1994), 195-802, Kusumi 
& Sako, Curr. Opin. Cell Bio. 8 (1996), 566-574). Es hat sich nun gezeigt, dass 
eine laterale Organisation von Lipiden entsteht durch Verbindung von 
Sphingolipiden und Cholesterin zu sich bewegenden Schollen oder Flofien, an 
welche sich Proteine innerhalb der Doppelschicht spezifisch anlagem kSnnen. Die 
Existenz solcher Sphingolipid-Cholesterin-FloBe fuhrt zu einer grundsatzlich 
anderen Beurteilung der Membranorganisation und erlaubt neue Einblicke in die 
Funktion von Zellmembranen. 

Auf Basis von Untersuchungen zu solchen Sphingolipid-Cholesterin-FloBen sind 
die in Figur IB gezeigten Modelle entstanden. Man geht davon aus, dass die 
Sphingolipidkopfgruppen, welche groSere Bereiche der Ebene des 
exoplasmatischen Teils der Membran belegen als die Kohlenwasserstoff ketten der 



WO 98/47518 PCT7EP98/02284 

- 2 - 

Lipide in der Membranschicht, Zwischenraume entstehen lassen, die durch 
Cholesterinmolekiile gefullt werden, die sozusagen als Abstandhalter fungieren 
(Figur 1B). Eine dichte Aneinanderfugung dieser Sphingolipid-Cholesterinklaster 
auf dem exoplasmatischen Teil der Membran lasst sie als Gesamtanordnung 

5 innerhalb der Membrandoppelschicht fungieren. Es ist dabei wichtig, 
festzustellen, dass die Sphingolipide normalerweiseeine lange Fettsaure (C 20 -C 26 ) 
aufweisen, die uber eine Amidbindung an die Sphingosinbasis angeheftet ist, 
wobei aufgrund der Lange der Fettsaure diese mit dem cytoplasmatischen Teil 
der Doppelschicht der Membran in Verbindung treten kann. Da Cholesterin in 

io beiden Membranschichten vorhanden ist, ist es auch moglich, dass das Molekul 
als Spacer im cytoplasmatischen Teil der Membran fungiert und dabei 
Zwischenraume ausfullt zwischen dort vorhandenen Fettsauren (Figur IB). Die 
neuen Erkenntnisse uber die Organisation von Sphingolipiden und Cholesterin in 
der Zellmembran fuhrten nun zu der Erkenntnis, dass hierin auch eine Grundlage 

1 5 liegen konnte fur die Behandlung oder Verhinderung von Krankheiten, welche mit 
einer Konformationsanderung von Prionproteinen einhergehen, Oder aber der 
Alzheimer'schen Krankheit. Derartige Krankheiten sind bisher noch nicht 
behandelbar, meist ist auch ihre Erkennung sehr schwierig, eine letztendliche 
Sicherheit kann meist nur durch Autopsie nach dem Tode des Patienten erhalten 

20 werden. Insofern besteht ein dringendes Bediirfnis an einer Moglichkeit, derartige 
Krankheiten, zumindest im Verdachtsfall, zu behandeln oder ihre Entstehung zu 
verhindern. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, eine Moglichkeit 
25 bereitzustellen, auf Krankheiten wie die Alzheimer'sche Krankheit oder andere 
Krankheiten, bei welchen eine Veranderung von Proteinen an Sphingolipid- 
Cholesterin-FloSen stattfindet, positiv einwirken zu konnen. 

Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgemaB durch die Verwendung von 
30 cholesterinsenkenden Mitteln zur Prophylaxe oder Behandlung von Erkrankungen, 
die auf einer Konformationsanderung von Prionen beruhen # oder von 
Alzheimer'scher Krankheit. Als cholesterinsenkende Mittel konnen alle Mittel 
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verwendet werden, welche den Cholesteringehalt im Blut senken und zu diesem 
Zweck zur Prophylaxe anderer Erkrankungen, vor allem der Arteriosklerose und 
des Herzinfarkts eingesetzt werden oder werden konnen. Beispiele von 
cholesterinsenkenden Mitteln umfassen den Wirkstoff Lovastatin (Mevinacor, 

5 Mevinolin, Monacolin-K, MK-803), sowie weitere Arzneimittel gegen 
Hypercholesterinamie, wie etwa Pravastatin-Natrium, Simvastatin, Bezafibrat, 
Clofibrat, Etofyllinclofibrat, Xenofibrat, Gemfibrozyl, Etofibrat, Colestipol-HCI, 
Colestyramin, Xantinolnicotinat, Icositolnicotinat, Probucol und dergleichen. 
Lovastatin hemmt die Cholesterinbiosynthese auf der Basis der Mevalonsaure. Es 

10 wird bereits als Arzneimittel bei Hypercholesterinamie verwendet, wo es in Dosen 
von bis zu 20 mg/Tag verabreicht wird. Die erfindungsgemaRen Dosierungen von 
cholesterinsenkenden Mitteln sind bekannt oder konnen vom Fachmann leicht 
ermittelt werden. 

is Eine weitere mogliche Art und Weise zur Senkung des Cholesteringehalts ist, auf 
die Regulierung des Cholestehnmetabolismus Einflu&zu nehmen. Die Verteilung 
von Cholesterin auf Sphingolipid-CholesterinfloSe ist viel hoher als dessen 
Verteilung auf Gebiete, in denen sich keine Flofte befinden. Im endoplasmatischen 
Retikulum, wo der zellulare Cholesteringehalt wahrgenommen und reguliert wird, 

20 gibt es praktisch keine. FloSe. Sphingolipid-CholesterinflolLe flieBen vom Golgi- 
Apparat nicht zum endoplasmatischen Retikulum zuruck. Das Senken des 
Cholesteringehalts beeinfluISt zunachst das nicht in FloBen enthaltene 
Cholesterin, was dazu fuhrt, dalS weniger Cholesterin in das endoplasmatische 
Retikulum zuruckflieBt. Indem beispielsweise der Sphingolipidgehalt reduziert 

25 wird, ware es dann moglich, gleichzeitig die Cholesterinsynthese in der Zelle zu 
senken, da mehr Cholesterin in das endoplasmatische Retikulum zuruckflieBen 
kann. Dies kann beispielsweise durch Sphingolipidsynthese-lnhibitoren 
geschehen. 

30 Als Krankheiten, die auf einer Konformationsanderung von Prionproteinen 
beruhen, wird derzeit vor allem die beim Schaf auftretende Krankheit Scrapie 
angesehen. Auch fur die BSE-Problematik konnte die vorliegende Erfindung von 
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Bedeutung sein, wenn sich erhartet, dass der auslosende Faktor fur die 
letztendlich zum Tode fuhrende Krankheit ebenfalls die Konformationsanderung 
von Prionproteinen ist und diese Erkrankung der Rinder auf den Menschen 
ubertragbar ist. Somit ware auch die Behandlung der Creutzfeld-Jacob-Krankheit 
ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Das Scrapie-Prionenprotein PrP ,c ist die bisher einzige bekannte Komponente 
eines ubertragbaren Prions. Es ist abgeleitet von einem normalerweise an 
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) verankerten Protein PrP c f das in Neuronen 
exprimiert wird, wobei durch eine Konformationsanderung des PrP c das 
Prionprotein PrP sc entsteht, welches proteaseresistent ist. Vermutlich findet diese 
Konformationsanderung an Sphingolipid-Cholesterin-Flofien start. Die 
Konformationsanderung scheint abhangig zu sein von der GPI-Verankerung, da 
chimare Proteine, die eine eigene Transmembrandomane enthalten, nicht der 
Konformationsanderung unterliegen. PrP c ist unldslich in Triton X-100 bei 4°C 
wahrend der Konformationsanderung, und eine Verarmung an zellularem 
Cholesterin verhindert die Bildung von PrP 8 *. Interessanterweise kann PrP c durch 
clathrinbeschichtete Vesikel mittels Endocytose in die Zelle eingeschleust 
werden, vermutlich aufgrund von Bindung an ein bisher unbekanntes 
Transmembranprotein mit einem sogenannten coated pit-Signal. Diese Bindung 
halt PrP c moglicherweise von den FloBen entfernt, wo die bisher noch ungeklarte 
PrP c -PrP sc -Transformation stattzufinden scheint. 

Eines der wichtigen Merkmale der Pathogenese der Alzheimer'schen Krankheit 
ist die fortschreitende zerebrale Anhaufung des Amyloid-yff-Peptids (A/7), einem 
proteolytischen Spaltprodukt aus einem Amyloidvorlauferprotein (APP). Neu 
synthetisiertes APP wird in den Neuronen in die Axone geleitet und dann durch 
Transzytose an die Dendriten weitergefuhrt. APP wird wahrend des intrazellularen 
Transports einer Reihe von Spaltungen unterzogen, wobei entweder das amyloide 
Fragment A/? oder eine nicht amyloide, sekretierte Form APP sec (secreted) 
freigesetzt wird. Bei der Spaltung zu APP sec durch o-Sekretase (o-Spaltung) 
verbleibt ein Transmembranf ragment von 8 kDa in der Zellmembran. Die Spaltung 
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von APP zu AfJ geschieht in zwei Schritten. Zunachst wird durch die sog. /?- 
Spaltung ein Fragment von 1 0 kDa von APP erzeugt, welches dann innerhalb der 
Transmembrandomane noch einmal gespalten wird (y-Spaltung), wobei Af3 
entsteht. Wie PrP c ist auch ein Teil des APP in Neuronen in Triton X-100 
unloslich, eine Eigenschaft, die auch GPI-verankerte und Transmembranproteine 
aufweisen, welche an Sphingolipid-Flofce binden. Wo genau die A/?-Produktion 
stattfindet, ist nicht klar, jedoch weisen kurzlich erhaltene Resultate darauf hin, 
dass Ay? komplexiert an ein Lipid in Sphingolipid-Cholesterin-Flo&en, das GM1- 
Gangliosid, vorgefunden wird in den fruhesten Krankheitsmanifestationen im 
Gehirn . Interessanterweise wird ein kleiner Teil APP auch in detergensunldslichen, 
glycolipidangereicherten Komplexen, sogenannten DIGs (Brown & Rose, J. Cell 
68 (1992), 533-544; Parton & Simons, Science 269 (1995), 1398-1399) 
aufgefunden. Moglicherweise wird APP durch die Bindung an GM1 an die FloBe 
fixiert und die Proteolyse konnte moglicherweise in den Sphingolipid-Cholesterin- 
Mikrodomanen stattfinden, wobei A£ entsteht, das an GM1 gebunden ist. Das 
A/?-Peptid ist im APP-Molekul genau dort lokalisiert, wo es auch zu erwarten ist, 
wenn man davon ausgeht, dass diese Region an ein Glycosphingolipid bindet. 
Eine weitere interessante Verbindung zu den Sphingolipid-Cholesterin-FldBen ist 
die kurzlich erhaltene Erkenntnis, dass A/3 an den Rezeptor fur 
GlycaniUerungsendprodukte bindet (Yan et al.. Nature 382 (1996), 685-691), 
von denen festgestellt wurde, dass sie mit DIGs und Caveolen in Endothelzellen 
assoziieren (Lisanti et al., Developm. Biol. 6 (1995), 47-58). 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, dass die Verwendung 
cholesterinsenkender Mittel einen positiven Effekt auf die obengenannten 
Krankheiten ausubt. Dies beruht moglicherweise auf einer Verringerung der Zahl 
der FlolSe in den Plasmamembranen und damit einer Verringerung der Anzahl an 
moglichen Ankerpunkten, an denen dann eine Konformationsanderung von 
Proteinen stattfindet. 

Die erfindungsgema&e Erkenntnis, dass cholesterinsenkende Mittel sich positiv 
auf die Alzheimer'sche Krankheit oder Krankheiten, wie z.B. Creutzfeld-Jacob- 
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Krankheit, auswirkt, lasst erstmals eine Behandlungsmoglichkeit entstehen, die 
an der Ursache der Krankheit angreift. 

Des Weiteren erscheint durch die erfindungsgemalSe Verwendung 
5 cholesterinsenkender Mittel auch allgemein eine Einflussnahme auf 
Signaltransduktionsvorgange von au&en in Zellen mogiich. Kurzlich konnte 
gezeigt werden, dass zahlreiche Proteine, die in Sphingolipid-Cholesterin-Flo&en 
enthalten sind, in der Signaltransduktion eine wichtige Rolle spielen (Parton & 
Simons, Science 269 (1995), 1398-1399; Anderson, Proc. Natrl. Acad. Sci. USA 
10 90 (1993), 10909-10913; Lisanti et al., Trends Cell Biol. 4 (1994), 231-235). 

Durch die Entstehung von Sphingolipid-Cholesterin-FloRen wird auf der 
Zellmembran eine Subkompartinnentierung bewirkt, die dazu fiihrt, dass 
unterschiedliche Strukturen entstehen, also FIQRe verschiedener Gr6Be, und 
is Zwischenraume ohne FlofSstruktur. 

Ohne Cholesterin ist die Floftbildung nicht mogiich und insofern sind also viele 
Signaltransduktionsvorgange abhangig von der Anwesenheit von Cholesterin. 
Beispielhaft fur solche Vorgange konnen genannt werden: Signaltransduktion 

20 uber Heterotrimere G Proteine (Li et al., J. Biol. Chem. 270 (1995), 15693- 
15701), Ras (Song et al,, J. Biol. Chem. 271 (1996), 9690-9697; Mineo et al., 
J. Biol. Chem. 217 (1996), 11930-11935) und Ceramide (Liu & Anderson, J. 
Biol. Chem. 270 (1995), 271 79-271 85). Beispiele fur 
Signaltransduktionsprozesse, in denen FloBe als Plattformen eine Rolle spielen, 

25 sind Immunoglobulin-E-Signalprozesse in allergischen Reaktionen, T-Zell-Rezeptor- 
Signalprozesse, LPS-Endotoxin-Signalprozesse, Signalprozesse der endothelischen 
NO-Synthase, Signalprozesse durch Tyrosinkinasen, wie etwa Lyn und Fyn, 
welche doppelt acyliert sind und uber trimerische G-Proteine f die doppelt acylierte 
Untereinheiten enthalten, so wie uber GPI-verankerte Proteine Signale iibertragen . 

30 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher die Verwendung 
cholesterinsenkenderMittelzurBeeinflussungvonSignaltransduktionsvorgangen 
an der Zellmembran. 



5 Figurenbeschreibung 



Fig. 1 zeigt eine Zellmembran im Querschnitt. A zeigt einen Ausschnitt mit 

FloRen, die mittels ihrer GPI-Anker an die exoplasmatische Schicht 
der Membran gebundene Proteine enthalten. B zeigt eine 
io Vergrofcerung eines Sphingolipid-Cholesterin-Floftes. 

Fig. 2 zeigt, dass das Entfernen von Cholesterin die Produktion und die 

Sekretion von A^hemmt. a zeigt einen Immunoprazipitations-Assay 
von Neuronen ausdem Hippokampus, welche fiir 4Tage entweder 

15 in Gegenwart von ( + ) oder in Abwesenheit von (-) 

Lovastatin/Mevalonat kultiviert wurden. Cyclodextrin wurde fur 0 
bzw. 5 bzw, 20 Min zugegeben (0, 20, 5). b zeigt einen ahnlichen 
Immunoprazipitations-Assay wie a, wobei hier CD-Cholesterin fur 
die angegebene Zeit in Min (0 bzw. 15) hinzugegeben wurde. c 

20 zeigt die relative A/?~Sekretion in Zellen, in denen das Cholesterin 

durch Lovastatin und Cyclodextrin entfernt bzw. wieder 
hinzugegeben wurde, im Vergleich mit unbehandelten Kontrollzellen 
(Mittel aus 3-1 1 Experimenten). Die Ziffern neben Cyclodextrin und 
CD-Cholesterin geben die Zeit der Zugabe in Minuten an. 

25 

Fig. 3 zeigt, dass das Entfernen von Cholesterin die Anlagerung von APP 

an DIGs reduziert. Neuronen wurden gemafS Beispiel 2 extrahiert 
und durch einen OptiPrep-Gradienten zentrif ugiert, wonach groliere 
Molekule und Komplexe (A/7-DIG) sich mehr am oberen Ende des 
30 Testrohrchens befinden (oben) und nicht komplexierte, kleinere 

Molekule (A/?) nach unten wandern (unten). - Depletion bzw. + 
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Depletion beziehen sich auf das Cholesterin, das, wie oben 
beschrieben, entfernt wurde ( + ) oder nicht entfernt wurde (-). 

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher erlautert, 
5 wobei die Mengenangaben und andere Einzelheiten beispielhaft und nicht 
erschopfend zu verstehen sind. 

Beispiele 

10 Beispiel 1 

Primare Zellkulturen von Neuronen aus dem Hippokampus der Ratte wurden 
plattiert und nach herkornmlichen Verfahren kultiviert (minimales essentielles 
Medium (MEM) mit 10% Pferdeserum, 5% C0 2 , 36,5°C). Die Zugabe von 5 mM 
15 Cytosinarabinose verhinderte die Vermehrung von nicht neuronalen Zellen. Nach 
5-7 Tagen wurden 4 /;M Lovastatin und 0,25 mM Mevalonat fur 4 Tage 
hinzugegeben. 

Die Neuronen wurden dann fur 1 Std bei 37°C und 5% C0 2 mit rekombinantem 
20 SFV infiziert, welcher fur das menschliche APP 695-Protein kodiert, wie bereits 
aus dem Stand der Technik bekannt. Die Zellen wurden fur 2 Std in 
Lovastatin/Mevalonat inkubiert und anschlie&end fur 5-20 Min mit 5 mM Methyl- 
/?-Cyclodextrin (Sigma) in einem Methionin-freien Markierungsmedium inkubiert 
(MEM mit 1/10 N2-Zusatz). Die Zellen wurden fur 2,5 Std mit 150 //Ci [ 35 S]- 
25 Methionin markiert. Lovastatin hemmt bei Vorhandensein von geringen Mengen 
Mevalonat die Cholesterinbiosynthese. Methyl-/?-Cyclodextrin entfernt speziell 
zellulares Cholesterin. 

Nach der metabolischen Markierung wurde das Kulturmedium gesammelt und 
30 Zellextrakte hergestellt (2% NP-40, 0,2% SDS, 5 mM EDTA, mit Protease- 
inhibitoren als Zusatz). Die Immunoprazipitate wurden auf A-Sepharose 
(Boehringer) riickgewonnen und auf 1 0-20%-igen Tris-Tricin-Polyacrylamidgelen 
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analysiert (Novex). Die Radioaktivitat wurde anhand eines Phosphorlmagers 
(Molecular Dynamics) bestimmt. Die verwendeten Antikorper waren Fd-APP 
gegen APP 695, B12/4 gegen die 20C-terminalen Aminosauren von APP und 
B7/6 gegen die Aminosauren 1-16 des synthetischen humanen A£-Peptids 1-40. 
Fig. 2 zeigt die Ergebnisse solcher Immunoprazipitations-Assays. In a wurden 
Zellen analysiert, die mit oder ohne Lovastatin kultiviert worden waren ("-" bzw. 
" + ") sowie mit Cyclodextrin fur 0 bzw. 20 bzw. 5 Min. Die sichtbaren Banden 
entsprechen A/?. Hierdurch wird deutlich gezeigt, dass die Sekretion von A0 
durch das Entfernen von Cholesterin, was durch die Zugabe von Lovastatin und 
Cyclodextrin bewirkt wird, reduziert werden kann, Zu einigen Zellen wurde 
Cholesterin wieder hinzugegeben (CD-Cholesterin). 

b zeigt einen ahnlichen Immunoprazipitations-Assay, bei dem jedoch zu den 
Zellen, die in den beiden rechten Bahnen dargestellt sind, Cholesterin wieder 
hinzugegeben wurde. Dort sind auch die A/?-Banden sichtbar. 
Das Diagramm c zeigt die relative A^Sekretion unter verschiedenen 
experimentellen Bedingungen, die oben bereits beschrieben wurden. 

Beispiel 2 

Extrakte von neuronalen Zellen wurden wie in Beispiel 1 hergestellt, bis auf die 
Tatsache, dass sie fur 20 Min pulsmarkiert wurden und dann fur 100 Min in 
normalem Medium gechased wurden. AnschlieSend wurden die Zellen f Or 30 Min 
auf Eis mit 1% Triton X-100 in TEX (150 mM JMaCI, 50 mM Tris pH 7,4, 2 mM 
EDTA, 2 mM DTT, 25 //g/ml jeweils von Chymostatin, Leupeptin, Antipain, 
Pepstatin A) extrahiert. Die Extrakte wurden dann mit einer aquivalenten Menge 
OptiPrep (Nycomed) vermischt und mit einem schrittweisen Gradienten von 30%, 
25% und 3% OptiPrep in TEX uberlagert. Danach wurden die Proben 3 Std bei 
4°C und 50,000 U/Min zentrifugiert, die Fraktionen wurden gesammelt und 
immunoprazipitiert. Das Ergebnis istin Fig. 3 dargestellt. Unter Depletion" sind 
Kontrollzellen dargestellt, in denen Cholesterin nichtentfernt wurde, wahrend die 
Zellen von "+ Depletion" mit Lovastatin/Cyclodextrin behandelt worden waren, 
um Cholesterin-Depletion zu erzielen. "oben" bezeichnet den oberen Teil des 
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Testrohrchens, "unten" bezeichnet den unteren Teil des Testrohrchens. Bei dieser 
Art von Gradient wandern Komplexe und grofiere Molekule, wie etwa A/J-DIG 
nicht bis zum Boden des Rohrchens, finden sich also mehr in den Bahnen, die mit 
"oben" uberschrieben sind, wahrend die nicht mit DIGs assoziierten Ayff-Molekule 
5 nach unten wandern. Dieses Experiment zeigt also deutlich, dass in Zeuen, die 
mit cholesterindepletierenden Mitteln behandelt worden waren, eine A>?-DIG- 
Assoziierung reduziert wird. 
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Anspruche 

1. Verwendung von cholesterinsenkenden Mitteln zur Prophylaxe oder 
s Behandlung von Erkrankungen, die auf einer Konformationsanderung von 

Prionen beruhen, und von Alzheimer'scher Krankheit. 

2. Verwendung von cholesterinsenkenden Mitteln zur Beeinflussung von 
Signaltransduktionsvorgangen an der Zellmembran. 
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Figur 1 
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Feld I Bemerkungen zu den Ansoriichen, aie sich ais nicht recherchiemarerwjesen haDen (Fortsetzung von Punkt i auf Biatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspriiche ketn Recherchenbericht erstellt: 



Anspruche Nr. 

weil Sie sich auf Gegeretande beziehen, zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet tet namlich 

Bemerkung: Obwohl der(die) Anspruch(uche) 1-2 

sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tierischen 

K rpers bezieht(en), wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich 

auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. | X I Anspruche Nr. 

— weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeidung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
daG eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE AN6ABEN PCT/ISA/210 



3. Anspriiche Nr. 

— weil es sich dabei um abhangige AnsprOche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaflt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Etnheitlichkett der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale RecherchenbehOrde hat festgestettt dafl diese Internationale Anmeidung rnehrere Erfindungen enthalt 



1 . I I Da der Anmelder alie erforderlichen zusatziichen RecherchengebQhren rechtzeitlg entrichtet hat, erstreckt sich diese r 
' — > Internationale Recherchenbericht auf alie recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeidung. 

2. Da fur atle recherchterbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertgt hatte.hat die internationaJe RecherchenbehOrde nicht zur Zahiung einer solchen 
Gebuhr aufgefordert. 

3. I I Da der Anmelder nur einige der ertorderltchen zusatziichen Recherchengebflhren rechtzeitig entrichtet hat erstreckt sich dieser 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationalen Anmeidung. (Or die GebOhren entrichtet worden 

sind. namlich auf die Anspruche Nr. 



4 - ["J Der Anmelder hat die erforderliehen zusatziichen RecherchengebQhren nicht rechtzeibg entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Ertindung; diese tst in fotgenden Anspruchen er- 

faOt: 



Bemerkungen hiniichtllch etnes Widerspruche | | Die zusatziichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahIL 

| | Die Zahiung zusatzltcher GebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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